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作用 元 件 的 功能 分 析 
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摘要 : 为 了 阐明 和 蛋 丝 和 蛋 日 基因 表达 调控 的 分 子 机 制 , 利用 Bac-to-Bac 杆 状 病毒 表达 系统 及 实时 灾 光 定量 PCR 等 技 
N, KR Bombyx mori 丝 素 P25 基因 局 动 子 上 游 1 233 bp 的 活性 及 其 调控 元 件 的 功能 进行 了 分 析 。 结 果 表 明 : 在 
P25 启动 子 上 游 -423 ~ -1233 区 和 -127 ~ -238 区 存在 正 调控 元 件 , 在 -238 ~ -423 区 段 存在 负 调 挖 元件 ; PSGF 
和 BMFA 两 结合 元 件 在 P25 基因 表达 中 起 负 调 控 作 用 。PSGF 结合 元 件 对 43 局 动 子 在 后 部 丝 腺 的 活性 具有 一 定 的 
增强 作用 , 进一步 验证 了 PSGF 调控 元 件 的 功能 。 通 过 对 P25 基因 启动 子 的 活性 分 析 , 尤其 是 对 PSGF 和 BMFA 调控 
元 件 的 功能 分 析 , 有 利于 进一步 了 解 P25 基因 表达 调控 的 精细 机 制 。 
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Abstract: To study the regulation mechanism of silk genes in the silkworm, Bombyx mori, the upstream 
1 233 bp promoter sequence of fibroin P25 gene and its regulatory elements were analyzed by using Bac-to- 
Bac expression system and real-time quantitative PCR technique. The results showed that there existed 
positive regulatory elements at position —423 to — 1 233 and -127 to —238 in P25 promoter region, and 
negative regulatory elements at position — 238 to — 423. PSGF and BMFA regulatory elements played a 
negative regulation role in P25 expression. PSGF element had a certain degree of enhancement to A3 
promoter’ s activity in posterior silk glands, which further validates the function of PSGF regulatory 
element. Analysis of P25 promoter activity, especially functional analysis of PSGF and BMFA regulatory 
elements, could be helpful in further understanding the mechanism of P25 expression and fine regulation. 
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KÆ Bombyx mori 作为 一 种 具有 重要 经 济 价值 
MEHR, 蛋 丝 是 其 经 济 价值 最 重要 的 表现 形式 。 看 
ZFZHZANZRANR, 其 中 丝 素 包括 丝 素 重 链 
(fibroin heavy chain, Fib-H) 、 丝 素 轻 链 (fibroin light 
chain, Fib-L) 和 P25( fibroin 25 kD protein) 3 PÆ H 
(Sprague, 1975; Couble et al., 1983; Yamaguchi et 
al., 1989) , Fib-H, Fib-L 和 P25 蛋白 三 者 以 6:6:1 


的 分 子 比 组 成 丝 素 的 基本 结构 单位 , 其 中 P25 4& E 
具有 类 似 分 子 伴侣 的 作用 , FERRARA TT Bat 
程 中 具有 重要 的 作用 (Tanaka et al., 1999; Inoue et 
al., 2000) 。 看 丝 基 因 的 表达 在 整个 家 看 幼虫 发 育 
过 程 中 具有 明显 的 组 织 和 发 育 时 期 特异 性 (Suzuki， 
1994; Grzelak, 1995) ,其 中 顺 式 作用 元 件 和 反 式 作 
用 因子 间 的 相互 作用 在 不 丝 基因 的 表达 调控 中 具有 
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MERI. MAPA ERA ee AE EAE 
似 的 调控 元 件 和 共同 的 反 式 作用 因子 , 其 中 P25 & 
因 非 常 具有 代表 性 , 含有 典型 看 丝 基 因 调 控 元 件 ， 
如 PSGF ( posterior silk gland factor). BMFA、 SGFB 


(silk gland factor B)&, MK] 1 Pixar. MA P25 X: 
Al, 尤其 是 启动 子 区 的 表达 调控 元 件 , 对 进一步 分 
fr P25 基因 的 时 空 特异 性 表达 具有 重要 作用 , 进而 
促进 对 看 丝 表 达 调 控 的 研究 。 


P25 gene 





早期 通过 转基因 方法 鉴定 了 P25 基因 5’ Me 
[X BJ 1 450 bp 能 在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
HERI ( 3 2 ie 22 AE) 中 特异 表达 , 同 
HEERES MEE IX RS] 254 bp 包含 了 控制 这 种 特异 
性 的 序列 (Durand et al., 1992; Grzelak, 1995; Nony 
et al., 1995; Horard et al., 1997). 。 利 用 体外 DNA 
与 蛋 日 质 相 互 作 用 及 合成 DNA. 探 针 的 方法 鉴定 了 
BMFA 和 SGFB 调控 因子 (Durand et al., 1992), ， 前 
AN MANS, IES ALE E AE PS BS fa 3] 
控 , 日 与 基因 的 时 期 特异 性 表达 相关 , 后 者 在 中 部 
丝 腺 和 后 部 丝 腺 中 均 有 发 现 , 并 且 在 P25 启动 子 活 
性 中 具有 重要 作用 。 有 研究 将 SGFB 与 PSGF 结合 
元 件 连接 在 一 起 分 析 P25 基因 的 启动 子 活性 , 发 现 
这 两 元 件 的 结合 即 可 调控 B- 半 乳糖 苷 酶 在 后 部 丝 
腺 中 特 弄 性 表达 ( Horard et al., 1997)。 通 过 以 上 早 
期 研究 结果 可 以 看 出 , 一 系列 顺 式 作用 元 件 及 与 其 
相 结合 的 调控 因子 在 P25 基因 启动 子 的 调控 中 起 
者 非常 重要 的 作用 。 

在 本 实验 中 利用 Bac-to-Bac 杆 状 病毒 表达 系统 
及 灾 光 实时 定量 PCR 等 实验 方法 , 对 P25 基因 上 
游 的 1 233 bp 区 域 进行 分 析 , 包括 该 区 域 一 系列 缺 
失 对 P25 远 上 游 调控 区 的 活性 有 影响、 突变 PSGF 和 
BMFA 结合 元 件 后 分 析 其 功能 及 PSGF 结合 元 件 对 
actin 3( A3) 局 动 子 的 影响 , 通过 以 上 实验 分 析 , 进 
一 步 了 解 P25 基因 表达 调控 的 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

实验 所 用 家 看 品种 为 54A( 日系, 二 化 ), 由 中 
国 农业 科学 院 乔 业 研究 所 提供 。 家 蚕 在 267€ AL 
FERIHA, 


, UB2b SGFB  PSGF 
BMFA 


图 1 P25 基因 的 调控 因子 
Fig. 1 Regulation factors of P25 gene 


克隆 所 用 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 菌株 Top10、 
菌株 DH10BacAEGT、 转 移 质 粒 pFFa2、 质 粒 TEG11、 
SE 细胞 均 由 本 实验 室 保 存 。DH10BacAEGT 含有 
的 AcMNPV Bacmid 的 EGT ER (HERR UDP # 
Apu TE META) E AR (Guo et al., 2005) ; 
转移 质粒 pFFa2 来 源 于 pFastBacHTa ( Invitrogen 7S 
HJ), 其 中 的 多 角 体 蛋白 启动 子 已 被 缺失 ; 质粒 
TEG11 $4 248/1581 6,306 HB EGFP DX Ez; 
质粒 piggyBacA3 EGFP 含有 43 局 动 子 序列 和 EGFP 
报告 基因 序列 (Tamura et al., 2000). 。 克 隆 载 体 
pGEM-T 购 自 Promega 公司 ; 常用 限制 性 内 切 酶 、 
rTaq/ExTaq DNA RA T, DNA ER Hg E 
TaKaRa 公司 。 实 验 过 程 所 用 引物 序列 如 表 1 所 示 ， 
由 上 海 生 工 生物 技术 服务 公司 合成 。 
1.2 P25 基因 局 动 子 相 关 序列 的 克隆 
1.2.1 P25 基因 局 动 子 的 克隆 与 截 短 : mA KW 
FR, P25 EAB AT SMISEK 1 450 bp 对 该 基因 在 
后 部 丝 乳 中 的 特异 性 表达 具有 重要 作用 , 因此 克隆 
了 P25 基因 局 动 子 5' 侧 嗓 区 的 1 233 bp。 根 据 其 反 
式 作 用 因子 与 其 顺 式 作 用 元 件 结合 位 点 将 元 隆 的 
P25 基因 启动 子 区 依次 截 短 ,分别 在 距 转 录 起 始 位 
点 的 -423，-238 fü -1 273 各 位 置 进行 规 短 (如 
图 2)。 在 -423 处 的 截 短 保留 了 已 知 的 顺 式 作用 元 
fF, -238 Ab AY dx RR TRIO 的 结合 序列 去 挥 ， 
-127 处 截 短 是 在 BMFA 结合 序列 上 进行 的 。 将 4 
个 不 同 长 度 P25 基因 启动 子 片 段 分 别 接 EGFP 报告 
ZEA, 最 后 克隆 到 转移 质粒 pPFFa2 。 
1.2.2 PSGF 和 BMFA 结合 元 件 的 突变 : 利用 同 尾 
BamHI 和 Belli 设计 引物 进行 PCR, 采用 拼接 方 
法 突变 PSGF 和 BMFA 结合 元 件 , 如 图 3 所 示 。 将 
突变 了 PSGF, BMFA 结合 元 件 的 两 局 动 子 片段 接 
A EGFP 报告 基因 , 最 后 克隆 到 转移 质粒 pFFa2。 
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在 P25 启动 子 上 游 的 -127 ~ -238 区 段 间 可 能 存 
在 正 调控 元 件 , 而 相对 于 截 到 -423 的 活性 仍然 是 
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Fig. 8 
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图 8 P25 基因 远 上 游 调 控 区 对 其 活性 影响 的 结果 


Impact of P25 far upstream regulatory region to its activity 
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升 高 ,可 能 是 由 于 -238 ~ -423 区 存在 的 负 调 控 元 
件 起 的 作用 。 各 区 段 调 控 作 用 示意 图 如 图 9 所 示 。 
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A: GAPDH-DA3; B: A3-DA3; C: 285-DA3; D: 185-DA3; E: GAPDH-DGAPDH; F: A3-DGAPDH; G: 28S-DGAPDH; H: 18S-DGAPDH. DA3. 
DNA 水 平 上 以 43 为 内 参 基 因 43 as the control gene at DNA level; DGAPDH; DNA 水 平 上 以 GAPDH 为 内 参 基因 GAPDH as the control gene at 
DNA level. 图 10 同 The same for Fig. 10. 
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图 10 突变 PSGF 和 BMFA 结合 元 件 对 P25 局 动 子 活 性 的 影响 (后 部 丝 腺 ) 
Fig. 10 Results of the mutation of PSGF and BMFA elements in posterior silk glands of Bombyx mori 


由 实验 结果 可 以 看 出 ，P25 启动 子 的 活性 由 上 游 
-1 233 截 短 到 -423 时 明显 下 降 , 说 明 在 P25 启动 
子 上 游 的 -423 ~ -1 233 区 存在 正 调控 元 件 , 将 其 
截 挥 之 后 导致 其 活性 下 降 ， 由 早期 研究 结果 知道 ， 
P25 基因 的 顺 式 作用 元 件 位 于 5' 端 的 441 bp 内 
(Durand et al., 1992) ,而 在 截 去 的 这 上 段 序列 中 没有 
发 现 明确 的 调控 元 件 ; 将 克隆 的 - 1 233 缩短 到 
-238 时 , 其 活性 相对 于 稚 短 到 -423 的 活性 明显 升 
高 , 由 此 推测 截 掉 的 这 一 区 段 存 在 负 调 控 元 件 ， 而 
这 一 区 段 在 早期 研究 中 鉴定 了 3 个 TRIO 因子 


(TRIOa, TRIOb 和 TRIOc ) 的 结合 元 件 (Zurovec et 
al., 1998), 该 因子 与 其 相应 元 件 结合 的 功能 并 未 
明确 , 可 能 3 个 TRIO 结合 元 件 与 此 处 的 P25 A 
子 活性 升 高 有 关 ; 将 克隆 的 - 1 233 缩短 到 - 127 
时 , 其 活性 相对 于 和 截 短 到 -423 的 活性 仍然 是 增加 ， 
只 是 比 截 短 到 - 238 的 活性 低 , 推测 在 P25 启动 子 
上 上 游 的 -127 ~ -238 间 存 在 正 调 控 元 件 , 在 这 一 区 
段 序 列 上 已 鉴定 了 UB2a, UB2b 和 BMFA 结合 元 
件 ,3 个 相应 的 调控 因子 UB2a, UB2b 和 BMFA 在 家 
看 中 均 为 遍 在 因子 ,， BMFA 可 能 参与 看 丝 蛋 日 基因 
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图 11 突变 PSGF 和 BMFA 结合 元 件 对 P25 启动 子 活性 的 影响 (脂肪 体 ) 


Fig. 11 


Results of the mutation of PSGF and BMFA elements in the fat body of Bombyx mori 


A: GAPDH-DA3; B; A3-DA3; C; 28S-DA3; D; 18S-DA3; E: GAPDH-DGAPDH; F: A3-DGAPDH; G: 28S-DGAPDH; H; 18S-DGAPDH. DA3; 
DNA 水 平 上 以 43 为 内 参 基 因 43 as the control gene at DNA level; DGAPDH; DNA 水 平 上 以 GAPDH 为 内 参 基因 GAPDH as the control gene at 


DNA level. 


的 负 调 控 ( Nony et al., 1995; Horard et al., 1997), 
而 UB2a 和 UB2b 在 家 春 丝 基因 表达 调控 中 的 作用 
还 不 明确 , 在 这 里 UB2a, UB2b 和 BMFA 3 个 结合 
元 件 可 能 与 P25 启动 子 活性 升 高 有 关 , 具体 是 由 哪 
一 个 元 件 引 起 有 待 于 进一步 研究 分 析 。 
3.3 PSGF #1 BMFA 结合 元 件 具 有 负 调 控 作 用 

以 P25 局 动 子 上 游 截 短 到 - 423 HIR, K 


PSGF 和 BMFA 结合 元 件 突变 后 分 析 两 元 件 的 功 
能 。 在 后 部 丝 腺 中 , 突变 PSGF 和 BMFA 结合 元 件 
之 后 相对 于 P25 Ja FEV 423 bp 活性 均 提 高 ， 
而 在 脂肪 体 中 , 三 者 活性 变化 趋势 与 在 后 部 丝 腺 的 
正好 相反 ,由 以 上 实验 结果 推测 PSGF 和 BMFA 两 
结合 元 件 在 P25 基因 表达 中 起 负 调 控 作 用 , 这 与 早 
期 研究 的 BMFA 可 能 参与 丝 蛋 日 基因 负 调 控 (Tsuda 
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#3 A30 fü 2PSGF-A3 ERB Bb ze B PAR 
Table3 Activity comparison of A30 and 2PSGF-A3 in posterior silk glands of Bombyx mori 


校正 基因 启动 子 


Correction gene Promoter 


28S rRNA 


18S rRNA A3 


内 参 基 因 Reference gene 


GAPDH 


A30 2.86 x1077 €1.40x1077 6.50x10 7 £6.06 x107’ 0.28 x10 ? +0.22 x10? 0.60x10~* +0.50 x10 ? 


A3 2PSGF-A3 
2PSGF-A3/ A30 1.89 


5.40 x1077 €1.20x1077 1.12 x1079 «4.39 x1077 1.12 x10? «0.33 x10? 3.14 x10? «0.93 x10 ? 


3.91 5.24 


A30 2.61 x1078 +1.22x10"% 5.95 x10 75 £5.32 x10? 0.02x107?+0.02x107? 0.05 x10 ? +0.04 x10 ? 


GAPDH 2PSGF-A3 


2PSGF-A3/ A30 2.00 





5.21 x107? «2.33 x1075 1.08 x1077 27.49 x10- 0.10 x10? «0.06 x10? 0.30 x10 ? «0.17 x10 ? 


5. 00 6.00 


以 报告 基因 对 内 参 基 因 的 相对 表达 量 表示 启动 子 活性 ; 4 IH]; Promoter activity is indicated by the relative expression of reporter gene to reference 


gene. The same for Table 4. 


RA A30 和 2PSGF-A3 在 家 蚕 脂肪 体 中 活性 比较 
Table 4 Activity comparison of A30 and 2PSGF-A3 in the fat body of Bombyx mori 


校正 基因 启动 子 


Correction gene Promoter 


28S rRNA 


18S rRNA A3 


内 参 基 因 Reference gene 


GAPDH 


A30 5.68 x1077 £1.94 x1077 1.21x10"%+4.00x107” 0.39x107? +0.16x107? 0.66 x10? +0.25 x10 ? 


A3 2PSGF-A3 
2PSGF-A3/ A30 0. 59 


3.36 x10 77 +6.90 x10? 6.13 x10 77 #1.07x10°’ 0.23 x10 ? x0.04 x10? 0.45 x10 ? +0.09 x10 ? 


0.59 0.68 


A30 3.99 x1077 +1.61x10"? 8.50x10 77 +2.86 x10? 0.27x107?+0.13x107? 0.47 x10? +0.21 x10 ? 


GAPDH 2PSGF-A3 


2PSGF-A3/ A30 0.50 


and Suzuki, 1981) 的 结果 相 一 致 。 同 时 PSGF 结合 
元 件 突变 之 后 在 脂肪 体 中 活性 相对 于 后 部 丝 腺 中 的 
活性 变 得 更 弱 , 由 此 可 以 看 出 PSGF 结合 元 件 对 于 
P25 基因 的 后 部 丝 腺 特异 性 表达 具有 重要 作用 , 分 
析 其 中 原因 ,可 能 在 脂肪 体 中 缺少 后 部 丝 腺 特异 性 
因子 或 者 缺少 与 PSGF 因子 相互 作用 的 其 他 丝 腺 特 
异性 因子 , 使 其 突变 PSGF 元 件 后 在 脂肪 体 中 活性 
很 弱 。P25 基因 在 脂肪 体 中 虽然 存在 一 定 程度 的 表 
i, 但 是 表达 量 较 低 ( 孙 霞 等 , 2009) , 也 由 此 可 以 
推测 这 可 能 与 脂肪 体 中 缺少 一 些 丝 腺 特异 性 因子 
Xe 
3.4 PSGF 结合 元 件 增强 A3 启动 子 在 后 部 丝 腺 中 
的 表达 

在 分 析 PSGF 结合 元 件 对 43 启动 子 的 调控 作 
HF, 以 仅 有 43 启动 子 为 对 照 , 含 加 倍 PSGF 结合 
元 件 的 A3 启动 子 在 后 部 丝 逐 和 脂肪 体 中 分 别 与 之 
比较 , 在 后 部 丝 肿 中 , 含 加 倍 的 PSGF 元 件 的 43 局 
动 子 与 仅 有 43 启动 子 的 相 比 较 活 性 增加 明显 ,而 
在 脂肪 体 中 两 者 的 差别 不 是 很 明显 , 由 此 可 以 看 出 
PSGF 绪 合 元 件 在 对 A3 启动 子 在 后 部 丝 腺 中 的 表达 


2.00 x1077 +2.77x107% 3.66 x1077 +2.02x107? 0.13 x10? +0.02x107? 0.26 x10? «0.04 x10 ? 


0. 50 0.58 


具有 一 定 的 增强 作用 。 在 早期 研究 P25 基因 的 后 
部 丝 腺 特异 性 表达 中 ,发现 仅 有 SGFB 因子 或 者 
PSGF 因子 参与 都 不 能 控制 这 种 特异 性 表达 ， 而 
SGFB 与 PSGF 两 元 件 结合 才能 使 P25 基因 在 后 部 
丝 乳 中 特异 性 表达 ( Horard et al., 1997) ,所 以 仅 取 
PSGF 结合 元 件 能 否 影响 A3 启动 子 表 达 的 组 织 特异 
性 还 有 符 于 进一步 研究 。 男 外 本 实验 中 使 用 了 A3 
启动 子 , 在 后 部 丝 腺 中 可 能 存在 某 些 调控 因子 与 之 
非特 异 结合 , 可 能 会 影响 到 对 PSGF 结合 元 件 的 功 
能 分 析 。 男 外 PSGF 调控 因子 除了 与 P25 基因 有 相 
应 的 结合 位 点 , 在 轻 链 基因 上 也 存在 其 结合 位 点 ， 
因此 PSGF 结合 元 件 可 能 在 丝 素 基因 的 后 部 丝 腺 特 
异性 表达 中 具有 重要 作用 。 
3.5 减 小 实验 中 的 误差 

在 本 实验 对 目的 基因 的 研究 中 ,主要 利用 的 是 
报告 基因 EGFP 在 mRNA 水 平和 DNA 水 平 上 的 比 
较 进 行 分 析 。 实 验 过 程 中 所 提取 的 RNA 和 DNA EX 
H f—2€ 4x BAR ER, 样品 间 存 在 一 定 的 差异 ; 
另外 , 亦 有 研究 将 对 照 基因 与 目的 基因 克隆 到 同一 
ALCA NK REAN) E, 同时 比较 mRNA 
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与 重 日 质 水 平 上 报告 基因 的 表达 (Zhang et al., 
2009) ,从 而 进一步 减少 误差 , 在 以 后 的 实验 过 程 
中 亦 可 每 试 此 方法 ,从 而 减少 实验 过 程 中 的 误差 ， 
以 取得 更 为 精确 的 实验 结果。 
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